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っていった. 以降, 3 次元組織を構築して生体移植
を行うための再生医療研究が盛んに行われており, 
近年にいたるまでに, ES細胞の樹立[1-2, 1-3, 1-4], そして 2012 年にノーベル賞を受賞した山





ている. 1990 年に, 広範囲熱傷を負った重症患者に培養皮膚の移植治療を施し人命が救われ
たケースは世界的にも有名で, 組織工学による医療が可能であるという実例の１つである. 
今後は, iPS細胞を利用した組織再生[1-7]が期待されており, 2013 年に日本でも臨床応用研究




 これら背景から, 未だ移植治療が困難な生体組織を作りたいという探究心の元, 組織工学
へ応用可能な新たな 3次元組織作製法の開発を試みた. 
 
Fig. 1-1 背中に耳がついたマウス[1-1] 
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1.2 組織工学 [1-9] 
 
 組織工学という概念は1993年にポリマー科学者であるRobert Langerと外科医である Joseph 
Vacantiによって提唱された[1-10]のがはじまりであり, 細胞・足場・液性因子の 3要素を用い
て生体組織を再構築するというものである(Fig. 1-2). 現在, 様々な足場材料を利用して生細
胞を 3次元培養し生体組織を再構築する研究が行われている.  
 
 
Fig. 1-2 組織工学の概念 
 




ためには, この足場を設計・構築する技術が必要不可欠である.  
 組織工学の発展により, これまでに難しいとされていた軟骨組織の再生[1-11]などが可能と
なった. 体細胞を採取し, 3 次元マトリックスを用いて成長因子などで刺激を与えながら細胞
を培養することで生体組織を作製し, その生体組織を移植することで治療を行うことが可能
である. この方法で, 移植した生体組織は, 組織の欠損部位を充填し組織の再生を促進する
(Fig. 1-3).  
 
 





行った例をはじめとし, 実用化されているものも多々ある. しかし, 肝臓や血管などの複雑





































今後は, iPS 細胞を用いた 3 次元組織を作製するための研究が中心となり, 組織工学の医療応
用研究はますます激化することが予想される. 
 




3次元的に細胞培養すること(Fig. 1-5)が, 組織工学の基盤となっている. 
 






タイトやグラフェンなどのナノマテリアルの応用など多岐にわたっている. (Table 1-2) 
 
Table 1-2 バイオマテリアルの特徴 




























































1.3.1 ハイドロゲル[1-17, 1-18] 
 











ヒアルロン酸に PVA を混ぜた複合材料を用いたり, ゼラチンにメタクリル酸を修飾したゼラ
チンメタクリレート(Gelatin Metacryrate; GelMA)のような半天然合成ポリマーを開発[1-20]し
たり, 応用研究が進んでいる. 現在, 足場として使用し, 細胞を播種・増殖させ 3 次元培養を
行う組織工学や, ドラッグデリバリーなのど薬剤輸送の際のカプセル材料などにハイドロゲ
ルは用いられている.  






を与えるためである. (Fig. 1-6) 
 
 




 RGD配列とは, アミノ酸配列である Arg-Gly-Asp (アルギニン-グリシン-アスパラギン酸)を
1 文字表記で表したもので, 細胞接着タンパク質中に共通して存在する細胞接着活性配列で
ある.  




な役割を担っている. この事実を, フィブロネクチンを解析し, 1976年に K.M. Yamadaらが発
見した[1-24].  
 その後, 1984 年に E. Ruoslahti らが, フィブロネクチンの細胞接着部位はたった 4つのアミ
ノ酸 Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS; アルギニン-グリシン-アスパラギン酸-セリン) に担われている
ことを発見した. RGDSの最後の Sは, 他のいくつかのアミノ酸に置換しても活性を保持して
いるが, 最初の 3 つの RGD は順序を崩したり, 他のアミノ酸に置換したりすると活性を維持
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することができなかった. 従って, 本質的に重要なのは RGD 配列であるということが分かっ
た. この RGD 配列は, コラーゲンなどの他の接着タンパク質中にも存在し, すべての接着タ
ンパク質に共通してみられる配列であると考えられる. 






 これらの背景をふまえ, 本研究では, アルギン酸ハイドロゲルやヒアルロン酸とポリ-L-リ
ジンからなる高分子電解質膜の形成を電気化学的に制御することで, 3次元培養に応用する方
法を考案した. 本手法は, 水の電気分解という基本的な反応を利用することにより, 安価・簡
便・迅速の 3つの特徴を持つ 3次元培養である. 
 
 章構成を以下に示す.  
 
第 2章 実験操作 
 本研究で用いた基本的な実験操作について記した.  
 
第 3章 電解析出を利用した管状アルギン酸ゲルの形成と 3次元培養 
 電解析出を利用することで Pt ワイヤー電極の周囲に管状のアルギン酸ゲルを作製し, 管状
に 3次元培養する方法を考案した. また, 3 次元管状ゲル内で血管内皮細胞と繊維芽細胞の共
培養を行い, 血管モデルを構築した. 
 
第 4章 3次元ハイドロゲルウェル培養による組織モデルの構築 
マイクロウェルアレイがパターンされた ITO 電極デバイスを設計し, アルギン酸ゲルでで
きた 3 次元ハイドロゲルウェルを電解析出により作製した. ハイドロゲルマイクロウェル上
にマウス ES 細胞およびヒト肝癌由来細胞を播種し, 3 次元培養を行った. さらにハイドロゲ
ル内にマウス繊維芽細胞を内包させ, 共培養を行うことで生体組織モデルを構築した. 
 





第 6章 ハイドロゲルコート電極表面での細胞シートの形成と脱着制御 
 アルギン酸-コラーゲン混合ゲルまたは RGD ペプチド修飾アルギン酸ゲルを用いて細胞接
着面を作製し, ゲル表面での細胞シート形成を行った. ゲル表面で細胞シートを形成した後, 
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キレート剤を使用しゲルのみを溶解させることで, 簡便かつ迅速に細胞シートを剥離した.  
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 アルギン酸とは, 海藻などに含まれる細胞間多糖であり, 医療分野において歯科材料や手
術糸, 創傷被覆材として応用されている. アルギン酸は, -D-マンヌロン酸(M)とその C-5 エ
ピマーである-L-グルロン酸(G)の 2 種類のウロン酸(いずれもカルボキシル基を持つ)が, 
(1-4)-結合した直線状のポリマーで構成されている. アルギン酸中では G からなるブロック, 
M からなるブロック, Gと M がランダムに配列したブロックの 3つのブロックから構成され
る. Gからなるブロックは固く, 6残基以上からなるGブロックは多価カチオン(Ca2+など)と安
定な複合体をつくって 3 次元ハイドロゲルを形成することができる(Fig. 2-1). ゲル化能力や
ゲル強度はアルギン酸中のM/G比率によって決められる. アルギン酸中のM/G比は, 抽出す
るもととなった海藻の種類などによって異なってくる. 一般的に, G>M のアルギン酸は強固
なゲルに, M>G のアルギン酸は柔軟性に富んだゲルとなる. また, アルギン酸は低い pH で





Fig. 2-1 アルギン酸ゲルの形成 
 
 
2.2.2 電解析出を利用したアルギン酸ゲルの作製[2-1, 2, 3] 
 




 本研究では, 電気化学反応を利用して Ca2+を局所的に制御することでアルギン酸ゲルを形





① 1 % アルギン酸ナトリウム溶液中に, 0.5 % 炭酸カルシウムを分散させた混合溶液を, 電
極上に導入した.  
② 電極に 3~5 V (vs Pt 疑似参照極) の電圧を印加し, 水の電気分解により H+を生成した. 
③ 生成された H+が溶液中に分散している炭酸カルシウムと反応して Ca2+が電極近傍に局所
的に生成される.  








は, 炭酸カルシウムから微量のCa2+しか生成されないのでゲルは形成されない. しかし, 電圧
を加え水の電気分解を行うことで, 生成した H+と炭酸カルシウムが反応し, Ca2+を局所的に
生成することにより電極表面にアルギン酸ゲルを形成することができる. 従って, 電極形
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制御を使用した方法[3-6]などにより, 血管構造を再現した報告がされている(Fig. 3-2).  
 
本章では, ワイヤー電極周囲に電解析出によるアルギン酸ゲルを





を含んだアルギン酸ゲル, 2層目にマウス線維芽細胞3T3を含んだ Fig. 3-2 管状ゲル培養模式図 
Fig. 3-1 血管の構造[3-1] 
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Waveform generator (HIOKI) 
Pt wire (直径 300 m, 陽極として使用, 田中金属) 
Pt plate (1 cm×2 cm 程度にカットし陰極として使用, 田中金属) 
 
① PBS にアルギン酸ナトリウムを 1 % w/v になるように添加し, スターラーで撹拌しなが
ら溶解させた. アルギン酸ナトリウムが完全に溶けた後, 0.5 % w/v になるように炭酸カ
ルシウムを加え, 撹拌し溶液全体に均一に分散させた. 
② 調整したアルギン酸溶液に, Pt ワイヤー電極と Pt プレート電極を挿入し, Waveform 
generator により, 3~5 V の電圧を 30 sec 印加し, アルギン酸ゲルを作製した. 
③ 作製されたアルギン酸ゲルから Ptワイヤー電極を引き抜き, 管腔構造を作製した. 作製し
たゲルは顕微鏡(VHX-1000, Keyence)により観察した.  
 
作製手順の概略を Fig. 3-3に示す. 
 
Fig. 3-3 管状アルギン酸ゲルの作製法 
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3.1 V の電圧を 30 sec 印加して












 血管は, 種類や体の部位によって大きさが異なっている. たとえば, 毛細血管は大きさも
5~20 m と微小なものだが, 通常の動脈や静脈は 2~3 mm, 最も太い血管である大動脈でも胸
部では 25~30 mm, 腹部では 20~25 mm と大きさが異なってくる. これらの血管は, 内径はも
ちろんだが, 各々の血管壁の厚さが異なっているため外径も異なってくる. そのため, 目的
の部位に応じて, 血管の内径および外径を制御して組織を再構築することは重要である.  
 従来法[3-2, 3-3, 3-5, 3-7]では, 内径は使用する金ロッドの直径や微小流路の幅を変えるこ
とで制御可能であるが, 外径(膜厚)を制御することは困難である. 
 一方, 本手法では内径は使用する電極直径で制御できるとともに, 膜厚を電圧印加時間に
よって制御することが可能である.  
 
 3.1 Vに電圧を固定し, 電圧印加時間を 10~300 sec の間で任意に変化させ, 管状アルギン酸
ゲルを作製した. 作製したアルギン酸ゲルの顕微鏡写真, および電圧印加時間-膜厚のグラフ




Fig. 3-4 3.1 V, 30 sec の条件で作製したアルギン酸ゲル 
Fig. 3-5 管状アルギン酸ゲルサイズ (膜厚) の時間依存特性 
 
14 
3.4 管状アルギン酸ゲルを用いた 3次元培養 
 
 3次元培養を行うために, ゲル内に血管内皮細胞HUVECまたはマウス線維芽細胞 3T3を内
包した管状アルギン酸ゲルを作製した. 最終的には HUVEC と 3T3 の 2 層構造を形成したま
ま共培養を行い, 血管組織モデルを構築することを目指した.  
 
3.4.1 管状アルギン酸ゲルを用いた 3次元単培養 
 
 以下に, 細胞を内包した管状アルギン酸ゲルの作製・培養法を記す. 
① 調整した0.5 % w/v炭酸カルシウムが分散した1 % w/vアルギン酸ナトリウム溶液に, 細胞
(HUVECまたは 3T3)を 3×106 cells/ml の濃度で懸濁した. 
② 調整した細胞懸濁液に, Ptワイヤー電極と Ptプレート電極を挿入し, Waveform generatorに
より, 3.1 V の電圧を 30 sec 印加し, アルギン酸ゲルを作製した.  
③ ゲルが形成されているのが確認できたら, Pt ワイヤー電極とアルギン酸ゲルを一緒に PBS
中に移し, ゲルを洗浄した. 
④ 作製されたアルギン酸ゲルから Pt ワイヤー電極を引き抜き, 培地の入った培養皿に移し, 
37℃, 5% CO2, 95% Airのインキュベーター内で培養した.  
 
手順の概要を Fig. 3-6 に示す.  
 
 
Fig. 3-6 電解析出による管状アルギン酸ゲルを利用した 3 次元単培養法 
 
 HUVECを内包した管状アルギン酸ゲルを観察した結果を Fig. 3-7 に示す. 


















った結果を Fig. 3-8に示す.  
 蛍光画像から, 多くの細胞
がカルセイン-AM の緑色蛍光を示し, PI の赤色蛍光はほとんど観察できなかった. このこと




 これまでの結果から, 電解析出したアルギン酸ゲルを用いて管状に 3 次元培養できること
が確認できた. 血管組織モデルを構築するために, 2層からなる多層アルギン酸ゲルを作製し, 
HUVECと 3T3 の共培養を試みた. 
 
以下に, 多層管状アルギン酸ゲルの作製・培養法を記す. 
① 調整した 0.5 % w/v 炭酸カルシウムが分散した 1 % w/v アルギン酸ナトリウム溶液に, 
HUVECを 3×106 cells/ml の濃度で懸濁した. 
② 調整した HUVEC 懸濁液に, Pt ワイヤー電極と Pt プレート電極を挿入し, Waveform 
generator により, 3.1 V の電圧を 30 sec 印加し, アルギン酸ゲルを作製した.  
③ ゲルが形成されているのが確認できたら, Pt ワイヤー電極とアルギン酸ゲルを一緒に PBS
中に移し, ゲルを洗浄した. 
④ 0.5 % w/v炭酸カルシウムが分散した 1 % w/vアルギン酸ナトリウム溶液に, 3T3を 3×106 
cells/ml の濃度で懸濁した細胞懸濁液を調整した. HUVECを内包したアルギン酸ゲルがつ
いた Ptワイヤー電極と Ptプレート電極を, 3T3細胞懸濁液に挿入し, 3.1 V の電圧を 30 sec 
印加し, 2層目のアルギン酸ゲルを作製した.  
⑤ Pt ワイヤー電極とアルギン酸ゲルを一緒に PBS中に移し, ゲルを洗浄した. 
⑥ 作製されたアルギン酸ゲルから Pt ワイヤー電極を引き抜き, 培地の入った培養皿に移し, 
37℃, 5% CO2, 95% Airのインキュベーター内で培養した.  
 
手順の概要を Fig. 3-9 に示す.  
 
Fig. 3-8 アルギン酸ゲル中の細胞の様子 





Fig. 3-9 2層構造を持つ管状アルギン酸ゲル作製法 
 
HUVECと 3T3 を内包した多層管状アルギン酸ゲルを観察した結果を Fig. 3-10に示す. 
なお, 各々の細胞を識別するために, HUVEC を Cell Tracker Green で, 3T3 を Cell Tracker 
Orange を用いて蛍光標識した.  
 
 
Fig. 3-10 多層管状アルギン酸ゲルを用いた共培養 
   (A) 位相差画像(培養 7日目) (B) 共焦点画像(上面図) (C) 共焦点画像(断面図) 
 
 これより, HUVECと 3T3からなる 2層の多層管状構造ができているのが確認できた. また, 
7日間培養してもこの多層構造を維持できることが分かった. 本来, 1層目のHUVEC層は単層
であるのが望ましいが, 今回作製したものは厚みができてしまった. これは, 電解析出によ






 本章では, 電解析出を利用してワイヤー電極の表面に管状のアルギン酸ゲルを形成し, 3 次
元培養に応用した方法について述べた. 電解析出によるアルギン酸ゲル内での細胞培養は, 
十分な生存率を示し, キレート剤を使用することで細胞を回収することが可能である. さら
に, 血管内皮細胞HUVECとマウス線維芽細胞 3T3を用い, 多層構造を保持した管状ゲル培養
により血管構造を再現することに成功した.  
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Fig. 4-1 様々な細胞パターニング法 
(A) マイクロコンタクトプリンティング 
(B) ステンシルパターニング (C) DEP パターニング 
(D) 磁力によるパターニング (E) マイクロウェル培養 
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もでき, マイクロウェル培養は組織工学の分野において極めて有用なツールの 1 つである. 
これまでの, 研究報告ではマイクロウェルの素材として, PDMS や PMMA などの樹脂を使用




法[4-13, 4-14]が報告されている.  
 
本章では, 電解析出を利用しアルギン酸ゲルでできたマイクロウェルアレイを作製し, 3次
元培養に応用した. まず, フォトリソグラフィおよびウェットエッチングを用いて, ITO 電極
上にマイクロウェルアレイパターンを作製した. 作製した ITO 電極を作用極として用いて, 
電解析出によりアルギン酸ゲルでできたウェルを電極上に作製した. 作製したハイドロゲル
マイクロウェル上にマウス ES 細胞を播種し, 3 次元培養を行った. またハイドロゲル内にマ
ウス線維芽細胞 3T3 を内包したマイクロウェルを作製し, 共培養を試みた. ウェル内で形成
した胚様体(EB; embryoid body)に対し, SECMを用いた呼吸活性測定を行い, 組織機能を評価














(表面抵抗 4.50~4.98 sp, 三容真空工業)を加工した. 作製した
ITO電極デバイスのパターンの一部を Fig. 4-2に示す. 


















Waveform generator (HIOKI) 
ITO電極デバイス 
Pt 電極: ガラス基板(S-1127 白切放 No.2, MATSUNAMI)に Pt をスパッタすることで作製 
 
① PBS にアルギン酸ナトリウムを 1 % w/v になるように添加し, スターラーで撹拌しなが
ら溶解させた. アルギン酸ナトリウムが完全に溶けた後, 0.5 % w/v になるように炭酸カ
ルシウムを加え, 撹拌し溶液全体に均一に分散させた. 
② 調整したアルギン酸溶液に, ITO電極デバイスと Pt 電極を挿入し, Waveform generator によ
り, 4.0 V の電圧を 60~100 sec 印加し, ITO電極上にアルギン酸ゲルを作製した. 
③ ITO電極上に作製されたアルギン酸ゲルを PBSで洗浄し, 培養皿に置いた. 作製したマイ
クロウェルの構造は形状測定レーザー顕微鏡 (VK-X200, KEYENCE)により観察した.  
 
作製手順の概略を Fig. 4-3に示す. 
 
Fig. 4-3 電解析出によるアルギン酸ゲルマイクロウェルの作製法 




 4 V, 70 sec の条件で電解析出により作製したアルギ
ン酸ゲルマイクロウェルの構造を Fig. 4-4に示す.  
 作製したウェルの直径は, デバイスデザインとほぼ等
しくなっており, 円柱形状のウェルを作製することがで
きた. またウェルの高さは 40 m となっており, 細胞
を捕捉するのに十分な高さを確保できたといえる. ウェ





 次に, 4 V に電圧を固定し, 電圧印加時間を制御することで, ウェルの深さが制御すること
を試みた.  
 
電圧印加時間を 60~100 sec の間で変化さ
せて, 任意の時間で作製したウェルの高さを
測定した. 電圧印加時間-ウェルの高さのグラ







以降の実験では, 電解析出の条件を 4 V, 70 sec に固定して, マイクロウェルを作製した. 
 
 
4.3マウス ES細胞の 3次元ウェル培養 
 
 ES細胞[4-15, 4-16, 4-17]は凝集塊となる胚様体(EB)を形成し, その後外的要因を加えるこ
とで特異的な分化や増殖を示す. 均一サイズの EB を一括に作製することは組織工学の分野
において重要であり, 今後臨床応用につながっていくと考えられる. 
 ここでは, アルギン酸ゲルマイクロウェルを用いてマウス ES 細胞を 3 次元培養し, 均一サ




4.3.1 アルギン酸ゲルマイクロウェルを用いた 3次元培養法 
 
 以下に作業手順を記す. 
① 作製したアルギン酸ゲルマイクロウェル上に ES 細胞懸濁液を 1×106 cells/ml で播種し, 
37℃, 5% CO2, 95% Air のインキュベーター内で 1日培養した. 細胞懸濁液の培地には, LIF
の入っていない ES細胞分化用培地を使用した. 
② 1 日培養した後, 培地とウェル内に捕捉されなかった細胞を回収し, 再度新しい培地を加
えた.  
③ 培地交換後, 再びインキュベーター内で培養した. サンプルは培養日数を追って, 顕微鏡
で観察した. 




単培養を行う際は, 通常のアルギン酸ゲルマイクロウェルを, 共培養を行う際は, 3T3 が内
包されたアルギン酸ゲルマイクロウェルを使用した. 
 
 3次元ウェル培養法の概要を Fig. 4-6に示す. 
 
Fig.4-6 3次元ウェル培養法の概要 
(1)アルギン酸ゲルウェルの設置 (2)細胞懸濁液の導入 (3)培養して細胞塊を形成 
 
 
4.3.2 マウス ES 細胞の 3次元ウェル培養 
 
 アルギン酸ゲルマイクロウェルを用いて 3 次元培養を行った結果を, Fig. 4-7に示す. 
 
 
Fig. 4-7 ES細胞の 3次元ウェル培養 
(A)マイクロウェル有 (B)マイクロウェル無 
 
 マイクロウェルに細胞が捕捉され(Fig. 4-7AI), 培養 6日目には, 均一サイズの EBが形成し
ていることが確認できた(Fig. 4-7AII). 一方, マイクロウェルがない場合だと細胞が不規則に
接着した. アルギン酸ゲル表面には, 細胞が接着しておらずウェル内にのみ細胞を捕捉でき
ることから, 本手法は均一サイズの EBを形成するのに適しているといえる.  
 
 形成した EBを, 培養時間を追って観察し, EBの直径および円形度を, ImageJ を用いて計測
した.その結果を Fig. 4-8に示す. 培養日数を追うごとに EB直径が増加していることが確認で
き, 培養 6 日目でウェル径とほぼ等しいサイズとなった. さらに培養を続けていくとウェル




考えられる. また円形度は, 培養日数が経過するにつれて新円である 1 に近くなっていった. 
このことより, ウェル内部で均一な球状の EBを形成できたことが示唆された. 
 
 





 マイクロウェル内で一括に作製した EBを, SECM による呼吸活性を測定することで, 組織
機能を評価した. サンプルはウェルに播種後, 3日目のものを使用した. 
 
 本手法と既存の方法を比較するために, ハンギングドロップ(500 cells/drop, 20 l/drop)によ
り 2~3 日培養し EB を作製し, 同様に呼吸活性を計測した. その結果を Fig. 4-9 に示す. この
結果から, ハンギングドロップで作製した EB
は個々のばらつきが大きいが, マイクロウェル
を用いて作製した EB はばらつきが少なく, 均
一の EB を形成できているということが示唆さ
れた. ハンギングドロップで作製した EB の呼
吸活性が低くなっているのは, 自然沈降を利用
して EB を形成している分, マイクロウェルの
EB に比べて細胞密度が低くなっているからだ
と考える[4-18]. また, ハンギングドロップで
は作製した際の培地量 20 l と少なく, サイズ
の大きな EB に対しては十分に栄養が供給でき
ないと考えられる. 一方, マイクロウェル培養
で作製した EB の周りには, 培地が十分に存在
しているので, サイズの大きな EBに対しても十分な栄養を供給できると考えられる. ハンギ
ングドロップは, 培地交換を行う場合も手間がかかるのに対し, マイクロウェル培養では簡
単に培地交換を行えるため, 本手法は一括に大量の EB を作製する有用なツールであるとい
える.  





 ES 細胞を用いた 3T3 との共培養は, 単培養のものと比較して十分な差が得られなかった. 
3T3 と共培養することで生体機能が向上する細胞の中に肝臓細胞がある(Fig. 4-10). 肝臓細胞
を使用し, 細胞パターニング[4-19]やマイクロ流路デバイス[4-20]と組み合わせた 3 次元肝臓
モデルの構築が行われている. そこで, 本手法を用いた共培養の有用性を確認するために, 
ヒト肝癌由来細胞 HepG2 と 3T3 の共培養を行った. 3 次元ウェル培養による肝細胞アレイの
構築と 3T3の共培養を同時に行い, 肝臓組織モデルの構築を試みた. 
 
 
Fig. 4-10 肝臓組織モデル構築の概要 
 
 
4.4.1 HepG2の 3次元共培養法 
 
以下に作業手順を記す. 
① 3T3を内包したアルギン酸ゲルマイクロウェル上に HepG2細胞懸濁液を 1.5×106 cells/ml 
で播種し, 37℃, 5% CO2, 95% Air のインキュベーター内で 1日培養した.  
② 1 日培養した後, 培地とウェル内に捕捉されなかった細胞を回収し, 再度新しい培地を加
えた.  
③ 培地交換後, 再びインキュベーター内で培養した. サンプルは培養日数を追って, 顕微鏡
で観察した. 
 
HepG2の 3次元共培養法の概要を Fig. 4-11に示す. 
 
 
Fig. 4-11 アルギン酸ゲルマイクロウェルを用いた HepG2の 3次元共培養法 
(1)3T3を含むアルギン酸溶液の導入 (2)電解析出によりアルギン酸ゲルウェルを作製 
(3)ウェルに HepG2懸濁液を導入   (4)培養し細胞凝集塊を形成 
 
25 




行った結果を, Fig. 4-12 に示
す . なお , HepG2 を Cell 








ほぼ同程度となった . また, 
共培養を行った際に, ゲル内
部にある3T3はゲル外に移動
しないため, HepG2と 3T3が混ざることなく共培養を行うことができた. 
 















て使用し, ELISA測定をする 24時間前に培地を無血清培地に交換した. その結果を Fig. 4-13
に示す. 
 
 ELISA の結果, 単培養したものより共培養したものの方が, 培地中のアルブミン濃度が高
くなっていることが分かった. これより, ゲル中の 3T3 から放出される液性因子がゲルを透
Fig. 4-12 HepG2の 3次元ウェル培養 
(A)単培養 (B)共培養 (I)光学画像 (II)蛍光画像 
Fig. 4-13 ELISAによるアルブミン分泌能の比較 
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過して HepG2 を刺激していることが示唆された. これらの結果より, アルギン酸ハイドロゲ
ルを用いて 3次元共培養した HepG2組織は十分な肝臓機能を有しているといえる. 
 
 次に, qRT-PCRによる遺伝子解析を行い, 肝臓特有遺伝子の発現量を比較した. 使用したプ
ライマーの配列[4-21]を Table 4-1 に示す. なお, それぞれの遺伝子発現量はすべて GAPDHに
より規格化した.  
 
Table 4-1 qRT-PCRで使用したプライマー 
 
 
ALBUMIN により肝臓で生合成されるアルブミンの分泌能を評価した. また, CYP (シトク
ロム P450) は肝臓で解毒を担う代謝酵素であり, CYP1A2 と CYP3A4 はその中の 1つである. 
特に CYP3A4は肝臓に存在する CYPの大部分を占める極めて重要な物質である. 
 
 PCRの結果を Fig. 4-14に示す.  
 




 これらの遺伝子発現を解析した結果, 3 次元共培養を行ったものが最も高くなっており, 次
に 3次元単培養, 2次元単培養という順になった. これより, 3次元培養によって組織を形成す
ることで肝臓機能が向上し, さらに 3T3から放出される液性因子の影響により HepG2が活性
化したということが示唆された.また, 培養日数を経るごとに遺伝子発現量が大きくなってい
った. これは, 長期培養することにより細胞数が増加して組織が高密度になり, より多くの
細胞間相互作用を行うことができるようになったからだと考えられる. このことから肝臓機
能が活性化するには一定数以上の, 細胞密度が必要であると示唆された. 特に CYP の発現量
は, 単培養系では長期培養を行っても増加量はわずかだったが, 共培養系では長期培養を行
うことにより発現量が 2倍以上となった. このことから CYPによる解毒代謝能は 3T3からの
液性因子による刺激を受けることにより活性化するということが示唆された. 
 
 以上のことから, アルギン酸ゲルマイクロウェルを用いた 3次元培養法は, HepG2を 3T3と
3次元共培養を長期にわたり行うことが可能である. また, 作製した肝臓組織は十分な肝臓機





 本章では, 微細加工技術を用いて作製した ITO 電極デバイス上に, 電解析出を利用してア
ルギン酸ゲルマイクロウェルを形成し, 3 次元培養に応用した方法について述べた. 電解析出
の条件を変えることによって, 作製するウェルの高さを任意に変えることができた. また, 
アルギン酸ゲル内での細胞培養が可能なため, 簡便に共培養を行うことが可能である. 作製
したマイクロウェル上に, マウス ES細胞およびヒト肝癌由来細胞 HepG2 を播種し, 3次元培
養を行うことで, ウェル内に細胞凝集塊を一括で大量に作製することができた. さらに, 作
製した組織機能を評価したところ十分な生体機能を保持していることが確認できた.  
 これより本章において開発した, アルギン酸ゲルマイクロウェルを用いた 3 次元共培養法
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として応用した報告[5-1, 5-2, 5-3, 5-4, 5-5]なども挙げあられるが, いずれの場合もゲルの作製













る. この性質を利用して, 電極と炭酸カルシウム懸濁液を設置して Ca2+を生成する上部チャ
ンバーと, アルギン酸ナトリウム溶液を設置しゲルを形成する下部チャンバーを, 半透膜を
介して隔てた. 上部チャンバーで生成された Ca2+は, 半透膜を介して下部チャンバーに移動
することにより, 半透膜の表面に電極の形状・角度に応じたゲルを形成することができる. ま
ず, 本手法を用いてアルギン酸ゲルが作製できることを確認するために, Ptワイヤーを作用極





作製方法の概要を Fig. 5-1に示す. 
 
 本手法により, 電極走査した通りのゲルが形成されているのを確認した. 
 電極をコード状に走査したところ, 走査した形状と同じアルギン酸ゲルが形成されている
のが確認できた. しかし, ゲルの太さが一定幅ではなかった. これは電極の走査を手動で行
ったため, 場所によって掃引速度が異なったからではないかと考える. また, 掃引速度も速
かったため, 均一なゲルを形成するには, 電極の走査をステッピングモーターなどにより緻
密に制御する必要があると考えられる.  










 本章では, これまでの電解析出によるアルギン酸ゲル作製法を改良し, 半透膜もちいた電
気化学リソグラフィによる新規アルギン酸ゲル作製法を開発した. 本手法は, Ca2+の生成とア
ルギン酸ゲルの形成を, 半透膜を介して別々のチャンバーで行うため, より細胞へのダメー
ジが少ないゲル作製法である. また, 電極の形状や向きを変えたり, 電極を走査したりする
ことにより, 半透膜上に任意の形状のゲルを作製することができる. 本手法で作製したゲル
パターンを, 細胞培養へ応用し組織構築を行った.  
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度制御[6-1, 6-2, 6-3]や, オリゴペプチドを利用した電気化学的制御[6-4]などの方法で剥離を
行っているが, これらの方法では表面修飾や剥離に時間を有するため, より簡便かつ迅速に
剥離する方法が求められている. 迅速に細胞シートを回収する方法として, 磁気ビーズを利




Fig. 6-1 細胞シート技術の概要 
 
本章では, ヒアルロン酸とポリ-L-リジンを用いた高分子電解質膜を犠牲層として用いる方
法と, 電解析出により作製したアルギン酸ゲル薄膜を犠牲層として用いる方法という 2 つの









6-2). 電極上でヒアルロン酸とポリ-L-リジンからなる PEM を形成
し, 電気化学的反応を利用して PEM を崩壊させることが可能であ




PEM が崩壊する. また, PEM は反応性の高い無機イオンを加える
ことでも同様に崩壊させることができる[6-9]. この PEM を犠牲層
として用いることで細胞シートを形成することが可能である. こ




6.2.1 PEM をコート基板上での細胞シート作製法 
 
[試薬] 
ヒアルロン酸ナトリウム (鶏冠由来, Wako) 




① ヒアルロン酸ナトリウムを 0.05 % w/v になるように PBSに溶解し, ヒアルロン酸溶液を
調整した. また, 0.1 % w/v ポリ-L-リジン溶液と PBSで 2倍希釈し, 0.05 % w/v ポリ-L-リ
ジン溶液を調整した. 
② ITO電極上にヒアルロン酸溶液をコートした. コートした後, PBS で表面を洗浄した. 
③ ヒアルロン酸がコートされた ITO電極上に, ポリ-L-リジン溶液をコートした. コートした
後, PBSで表面を洗浄した. 
④ ②~③の操作を繰り返し行い, PEMを形成した.  
⑤ PEM が形成された基板上に, 細胞を 1×106 cells/ml で播種し, 細胞培養を行った. 
 
細胞はヒト乳癌由来細胞 MCF-7またはマウス線維芽細胞 3T3 を使用した. また, PEM層は
繰り返し操作を 3~25回行うことで構成した.  
 
Fig. 6-2 PEMの構造 
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 PEM がコートされた基板上に, MCF-7 が接着しているのが確認できた. また, 培養を続け
ることで細胞が増殖していく様子も確認できた. ただし, 細胞増殖の速度は通常の培養基板
で培養したときに比べて極めて遅かった. これは, PEM 表面をフィブロネクチンでコートす
るなどの処理を行っていなかったため, 培養表面が細胞接着に適していないからだと考える.  




6.2.3 PEM シートの剥離 
 
 ITO 電極に電圧を印加し, 細胞が接着した PEM シートの剥離を行った. 以下に作業手順を
記す.  
① PEMがコートされた ITO電極基板上で細胞培養したものを, PBSで満たされた培養皿に移
した. そこに, Ag/AgCl 参照極を挿入した. 
② ITO電極に 3 V vs Ag/AgCl の電圧を 30 min 印加し, PEM シートを崩壊させた. 
③ 電極から剥離された PEM シートの様子を顕微鏡で観察した. 
 




 電圧を印加した結果 , 細胞が接着した
PEM シートを剥離することができた. しか
し, シート全体を均一に剥離することがで
きなかった. これは, 形成した PEM の厚さ
にばらつきがあったためだと考えられる. 
PEM が厚い部分は, 電極近傍の PEM は崩壊するが, 上側の部分は水の電気分解で生成した
H
+が届かないため PEMが崩壊せずに残ったと考える. 一方, PEMが薄い部分は, 全体に H+が
Fig. 6-3 PEM表面での細胞培養 (A)培養 3日目 (B)培養 5日目 




届くため PEM が完全に崩壊してしまったと考えられる.  
 










に作製し, ゲル表面で細胞シートを形成した.  
 
細胞シート剥離法の概要を Fig. 6-5に示す. 
 
 
Fig. 6-5 アルギン酸ゲル犠牲層からの細胞シート剥離方法 
 
 本手法を用いて細胞シートの剥離を行った. なお, 3T3を 7日間培養し細胞シートを形成し
た. 
 EDTA溶液を加えることで, アルギン酸ゲルが迅速に溶解し, 電細胞シートを剥離すること
ができた. 剥離は迅速に行われ, 5分以内に剥離が完了した. また, 顕微鏡画像から, 細胞が高
密度にシートを形成していることが確認できた. シート剥離後の細胞へのダメージを評価す














 本章では, 高分子電解質膜を犠牲層として用いる方法と, 電解析出により作製したアルギ
ン酸ゲル薄膜を犠牲層として用いる方法という 2 つのアプローチから細胞シートを形成・剥
離することを行った. 本手法は, どちらの方法も細胞が接着するための細胞接着タンパクが
必要であり, 細胞接着タンパク質に特異的に細胞が接着・伸展することが確認できた. また, 
形成した細胞シートは, 諸操作を行うことで犠牲層から剥離することができた.  
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・電極パターンや走査を組み合わせることにより, 任意の 3次元的構造体を作製できる. 
 
これらの特徴を活かし, ハイドロゲルを用いて生体環境に近いマイクロ構造体を作製し, 




第 1章 序論 




第 2章 実験操作 
2 章では, 本研究で行った実験操作のうち, どの章にも共通する一般的な微細加工技術, 細
胞操作実験, 電気化学測定, 電解析出によるアルギン酸ゲル作製法等に関して述べた.  
 
第 3章 電解析出を利用した管状アルギン酸ゲルの形成と 3次元培養 
3章では, 電解析出を利用してワイヤー電極の表面に管状のアルギン酸ゲルを形成し, 3次
元培養に応用した方法を開発した. 電解析出によるアルギン酸ゲル内での細胞培養は, 十分







第 4章 3次元ハイドロゲルウェル培養による生体組織モデルの構築 
4 章では,微細加工技術を用いて作製した ITO 電極デバイス上に, 電解析出を利用してアル
ギン酸ゲルマイクロウェルを形成し, 3次元培養に応用した方法を開発した. 電解析出の条件
を変えることによって, 作製するウェルの高さを任意に変えることができた. また, アルギ
ン酸ゲル内での細胞培養が可能なため, 簡便に共培養を行うことが可能である. 作製したマ
イクロウェル上に, マウス ES細胞およびヒト肝癌由来細胞 HepG2を播種し, 3次元培養を行
うことで, ウェル内に細胞凝集塊を一括で大量に作製することができた. さらに, 作製した








が少ないゲル作製法である. また, 電極の形状や向きを変えたり, 電極を走査したりするこ
とにより, 半透膜上に任意の形状のゲルを作製することができる. 作製したゲルパターンを, 
細胞培養へ応用し組織構築を行った. 電極走査を緻密に制御することにより, より精度の高
いアルギン酸ゲルパターンを形成できると考えられ, 様々な構造を作製して, 3 次元ゲル培養
に応用することができると考えられる. 
 




要であり, 細胞接着タンパク質に特異的に細胞が接着・伸展することが確認できた.  
高分子電解質膜は, ポリアニオンとポリカチオンの静電相互作用に形成されているため, 
反応性の高いイオンを加えることでその構造を崩壊させることができる. 水の電気分解によ
り生成した H+により, 高分子電解質膜を崩壊させることで, シートの剥離が可能である. 
 また, アルギン酸ゲル表面で形成した細胞シートを, キレート剤を用いることで迅速に剥
離することができた.作製した細胞シートは, 電極パターンによって任意の形状を取ることが
でき, 剥離後も十分な生存率を示した. さらに, 犠牲層となったアルギン酸ゲル内に生細胞
や試薬を加えることで, 共培養した細胞シートや幹細胞シートの分化制御を行うことができ
ると考えられる. 
 今後, 様々な種類の細胞シートを形成し再生医療へ応用することが期待される. 
 









今後, これらの 3次元培養法は, in vitro生体組織モデルの構築や移植可能な生体組織を形成
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